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Abstract: Kann die Struktur kleinerer bis mittelgroßer Pro-
teine beim 3bergang aus der Lçsung in die Gasphase bewahrt
werden? Zwar haben sich eine Vielzahl von Studien dieser
Frage gewidmet, jedoch steht eine eindeutige Antwort noch aus.
Die Kl-rung dieses Problems ist gleichwohl wichtig, denn
davon h-ngt es ab, ob die empfindlichen Methoden der nativen
Massenspektrometrie Probleme der Strukturbiologie adres-
sieren kçnnen. Mithilfe einer Kombination aus Ionenmobili-
t-ts-Massenspektrometrie und Infrarotspektroskopie untersu-
chen wir sowohl Sekund-r- als auch Terti-rstruktur von Pro-
teinen, die unter milden Bedingungen aus der Lçsung in die
Gasphase gebracht werden. In dieser Studie wurden die Mo-
lekgle Myoglobin und b-Lactoglobulin untersucht, die proto-
typische Beispiele fgr helikale bzw. b-Faltblatt-reiche Proteine
sind. Unsere Ergebnisse zeigen, dass fgr niedrige Ladungszu-
st-nde und unter sanften Bedingungen Aspekte der nativen
Sekund-r- und Terti-rstuktur bewahrt werden kçnnen.
Aufgrund ihrer Genauigkeit, Empfindlichkeit und Schnel-
ligkeit ist die Massenspektrometrie (MS) in Kombination mit
Fragmentationstechniken die Methode der Wahl, um Pri-
m-rstrukturen von Peptiden und Proteinen zu entschlgs-
seln.[1] Um jedoch Informationen gber deren Faltung zu er-
halten, werden fgr gewçhnlich Spektroskopie- oder Streu-
ungsexperimente in der kondensierten Phase durchgefghrt.
Diese Techniken haben oftmals eine geringe Empfindlichkeit
und sind deshalb auf hohe Probenkonzentrationen angewie-
sen. Andererseits kçnnen sie aber auch eine Fglle an Infor-
mationen gber Proteine unter physiologisch relevanten Be-
dingungen bereitstellen. Ob die native Proteinstruktur beim
3bergang aus der Lçsung in die Gasphase bewahrt werden
kann, und wenn ja, fgr Proteine welcher Grçße, bleibt jedoch
eine offene Frage. Falls dies mçglich ist, kçnnen sehr emp-
findliche Methoden der Massenspektrometrie eingesetzt
werden, um Strukturinformationen zu gewinnen. Fgr sehr
große Biomolekgle, wie Proteinkomplexe[2] oder sogar ein
vollst-ndiges Virus,[3] gibt es eindeutige Belege dafgr, dass die
native Struktur auch in Abwesenheit des Lçsungsmittels er-
halten bleibt. Fgr kleinere Proteine ist die Situation jedoch
noch nicht klar, weshalb wir diesen Bereich hier untersuchen
wollen.
Um die Faltung von isolierten Peptiden und Proteinen zu
untersuchen, kann die Massenspektrometrie an zus-tzliche
Methoden gekoppelt werden. Beispiele hierfgr sind Wasser-
stoff-Deuterium-Austausch(HDX)-Messungen,[4] nichtther-
mische Fragmentationstechniken, die auf der Absorption von
UV-Photonen oder dem Einfang von Elektronen beruhen,[5]
Ionenmobilit-tsspektrometrie (IMS)[6] oder auch optische/
IR-Spektroskopie.[7] Die direktesten Informationen gber die
Faltung werden hierbei durch IMS und IR-Spektroskopie
erhalten. In IMS wird der gber alle Raumwinkel gemittelte
Stoßquerschnitt mit hoher Genauigkeit gemessen. Mithilfe
von theoretischen Molekglmodellen kçnnen diese Messun-
gen dann Informationen gber die Grçße und Gestalt eines
Molekgls liefern, weshalb IMS ausgiebig fgr Untersuchungen
an Proteinen und Proteinaggregaten verwendet wird. Eine
allgemeine Beobachtung dieser Studien ist, dass bei hoher
Ladung des Molekgls, die intramolekulare Coulomb-Absto-
ßung zu helikalen Strukturen fghrt[8] und letztlich, bei sehr
hohen Ladungszust-nden, eine gestreckte, lineare Struktur
vorliegt.[9] Bei niedrigen Ladungszust-nden bleiben die Pro-
teine jedoch kompakt und weisen eine Grçße auf, wie sie fgr
die jeweilige native Lçsungsstruktur erwartet wird.[8] Aller-
dings kann IMS keine direkten Informationen gber die Se-
kund-rstruktur eines Proteins liefern, und die Beobachtung
einer kompakten Struktur ist kein Garant fgr die Erhaltung
einer nativen Struktur. Andererseits ist die IR-Spektroskopie
empfindlich auf die Sekund-rstruktur, da das lokale Umfeld
von charakteristischen Oszillationen, z.B. die C=O-Streck-
(Amid-I) oder die N-H-Biegeschwingung (Amid-II), deren
IR-Bandenpositionen beeinflusst. Aus diesemGrund wird die
IR-Spektroskopie routinem-ßig zur Untersuchung der Se-
kund-rstruktur in der kondensierten Phase angewendet.[10]
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IR-Multiphotonendissoziations(IRMPD)-Spektrosko-
pie[11] wurde bereits an einer Vielzahl von kleinen Peptiden
oder Peptidkomplexen[7b,c] in der Gasphase angewendet und
mit quantenchemischen Berechnungen kombiniert, um de-
taillierte Strukturinformationen zu erhalten. Fgr sehr kleine
Systeme, bestehend aus nur wenigen Aminos-uren, werden
fgr gewçhnlich Gasphasenstrukturen beobachtet, die sich
deutlich von den Strukturen der kondensierten Phase unter-
scheiden kçnnen. Wenn jedoch große Energiebarrieren be-
teiligt sind, wie sie beispielsweise bei der cis-trans-Isomeri-
sierung von Prolin eine Rolle spielen„ kçnnen Strukturele-
mente aus der Lçsung erhalten bleiben.[12] In jedem Fall sind
diese Gasphasen-„Reinraum“-Strukturen außerordentlich
ngtzlich, da sie sich zur 3berprgfung von Theorien eignen
und auch zum allgemeinen Verst-ndnis von intrinsischen in-
tramolekularen Wechselwirkungen in Biomolekglen beitra-
gen.
Es gibt bisher nur wenige IR-spektroskopische Studien,
die sich mit isolierten Proteinen in Abwesenheit eines Lç-
sungsmittels befassen.[9a,13] Im mittleren IR-Bereich kçnnen
individuelle Oszillatoren von grçßeren Molekglen nicht
spektral aufgelçst werden, sodass fgr z.B. Proteine sehr breite
Amid-I-und Amid-II-Banden beobachtet werden, was auch
in der kondensierten Phase der Fall ist.[9a, 13b–d] Die Banden-
positionen in diesen vorangegangenen Studien weisen
haupts-chlich auf helikale Strukturen hin, wobei in diesen
frghen Arbeiten relativ hohe Ladungszust-nde untersucht
wurden,[9a, 13b–d] bei denen die Erhaltung nativer Lçsungs-
strukturen nicht zu erwarten ist.
Hier verwenden wir einen Ansatz, in dem IMS pr-parativ
zur Selektion bestimmter Grçßen/Formen von Proteinen ge-
nutzt wird, um anschließend mittels IR-Spektroskopie deren
Sekund-rstruktur zu untersuchen (siehe die Hintergrundin-
formationen fgr Details). Die Experimente wurden an den
beiden Proteinen Myoglobin und b-Lactoglobulin durchge-
fghrt. Myoglobin ist ein 153 Aminos-uren langes Protein,
dessen native Sekund-rstruktur weitestgehend (& 85%) a-
helikal ist, w-hrend b-Lactoglobulin aus 162 Aminos-uren
besteht und einen signifikanten Anteil (& 60%) an b-Falt-
blatt-Sekund-rstrukturelementen aufweist. Die jeweiligen
Abbildung 1. Die Strukturen in der kondensierten Phase von a) Myo-
globin, einem 153 Aminos-uren langem Protein mit haupts-chlich a-
helikaler nativer Sekund-rstruktur und einer nichtkovalent gebundenen
H-m-Gruppe (PDB-Code: 1MBN) und b) b-Lactoglobulin, einem 162
Aminos-uren langem Protein mit einem hohen Anteil an b-Faltblatt-
Sekund-rstrukturelementen (PDB-Code: 3BLG).
Abbildung 2. Massenspektren und Stoßquerschnitte ffr Myoglobin und b-Lactoglobulin. a,b) Massenspektren von Ionen aus gepufferten Lçsun-
gen (Ammoniumacetat, pH &7, grfn) und aus Wasser/Methanol (blau). Intensive Signale sind gekennzeichnet, und im Fall von Myoglobin ent-
sprechen diese der Holo-Form. Ffr niedrige Ladungszust-nde von b-Lactoglobulin sind Signale zu sehen, die der nichtkovalenten Bindung von
Palmitins-ure entsprechen (gekennzeichnet als 7+ ’, 8+ ’ und 9+ ’). c,d) Darstellung der Stoßquerschnitte als Funktion der Ladung. Volle grfne
Kreise kennzeichnen Ionen aus gepufferten Lçsungen, volle blaue Kreise Ionen aus Wasser/Methanol und leere blaue Kreise Ionen aus Wasser/
Methanol mit 1% Ameisens-ure.
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Strukturen aus der kondensierten Phase beider Proteine sind
in Abbildung 1 gezeigt.
Abbildungen 2a und 2b zeigen die Elektrosprayionisa-
tions(ESI)-Massenspektren von Myoglobin und b-Lactoglo-
bulin aus verschiedenen Lçsungsmitteln. Die jeweils unteren
Spektren (grgn) wurden aus w-ssrigen Lçsungen erhalten, in
denen Ammoniumacetat-Puffer in Konzentrationen von
10 mmolL@1 vorhanden war. Unter diesen Bedingungen be-
obachtet man in beiden F-llen eine schmale Ladungsvertei-
lung mit Intensit-tsmaxima beim Ladungszustand 8+ . Fgr b-
Lactoglobulin werden zus-tzliche Signale gefunden, die auf
die nichtkovalente Bindung von Palmitins-ure zurgckzufgh-
ren sind. Diese sind in Abbildung 2b als 9+ ’, 8+ ’ und 7+ ’
gekennzeichnet. Eine inderung des Lçsungsmittels zu
Wasser/Methanol (1:1) fghrt zu den Massenspektren, die in
blau dargestellt sind. Die Ladungsverteilungen sind breiter
und verschieben sich zu hçheren Ladungszust-nden. Fgr
Myoglobin wurden ausschließlich Signale in den Massen-
spektren beobachtet, die der Holo-Form zuzuordnen sind, in
der das H-m gebunden ist. Die hier gezeigten Massenspek-
tren sind in Einklang mit bereits publizierten.[14]
Die mittels IMS gemessenen Stoßquerschnitte sind als
Funktion der Ladung in Abbildung 2c und 2d dargestellt.
Der Messfehler aller gezeigten Stoßquerschnitte ist kleiner
als das jeweilige Symbol. Grgne Kreise entsprechen Ionen aus
w-ssrigen, gepufferten Lçsungen, w-hrend blaue Kreise fgr
Ionen stehen, die aus Wasser/Methanol stammen. Im Fall von
Myoglobin wurde fgr die meisten Ladungszust-nde eine
Vielzahl von Konformeren mit unterschiedlichen Grçßen
beobachtet, sodass pro Ladungszustand mehr als ein Stoß-
querschnitt dargestellt ist. Theoretische Stoßquerschnitte, die
fgr native Lçsungsstrukturen erwartet werden, wurden mit-
hilfe des EHSS-Algorithmus[15] berechnet; die jeweiligen
Werte sind als gestrichelte horizontale Linien in Abbil-
dung 2c und 2d dargestellt.
Die Stoßquerschnitte beider Proteine zeigen, wie erwar-
tet, eine positive Korrelation mit zunehmender Ladung. Fgr
niedrige Ladungszust-nde werden kompakte Ionen beob-
achtet, die Stoßquerschnitte -hnlich der nativen Struktur
aufweisen. Bei Zunahme der Ladung vergrçßert sich auch der
Stoßquerschnitt, was auf die Entfaltung des Proteins hinweist.
Fgr Myoglobin koexistieren hierbei einige Konformere mit
unterschiedlich ausgepr-gter Entfaltung gber viele Ladungs-
zust-nde hinweg.[16] b-Lactoglobulin zeigt ein anderes Ver-
halten. Fgr jeden Ladungszustand wird nur ein einziges
Konformer beobachtet, und der Stoßquerschnitt wird
sprunghaft grçßer, sobald das gepufferte Lçsungsmittel gegen
Wasser/Methanol ausgetauscht wird. Der niedrigste La-
dungszustand aus Wasser/Methanol ist 10+ .
Um die Sekund-rstruktur der Proteinionen zu untersu-
chen, wurden IR-spektroskopische Experimente mithilfe des
IR-Freie-Elektronen-Lasers des Fritz-Haber-Instituts (FHI-
FEL)[17] durchgefghrt. Abbildung 3 zeigt repr-sentative
Spektren im MIR-Wellenl-ngenbereich von sowohl Masse-
zu-Ladungs- als auch grçßenselektierten Ionen beider Pro-
teine. In allen Spektren kçnnen Amid-I- und Amid-II-
Banden beobachtet werden. Spektren von Ionen mit kleinem
Stoßquerschnitt und niedrigem Ladungszustand sind in Ab-
bildung 3c in grgn dargestellt.
Fgr die 8+-Ionen beider Proteine werden Amid-II-
Banden bei ungef-hr 1525 cm@1 gefunden – einWert, der auch
typisch fgr Proteine in der kondensierten Phase ist.[10] Die
Amid-I-Bande fgr Myoglobin 8+ ist weitestgehend symme-
trisch und hat ein Maximum bei 1655 cm@1, das typisch fgr
helikale Sekund-rstrukturen ist.[10] Das IR-Spektrum von b-
Lactoglobulin 8+ unterscheidet sich von diesem deutlich.
Die Amid-I-Bande ist unsymmetrisch mit einem Maximum
um 1639 cm@1, das einem Wert entspricht, der typisch fgr b-
Faltblatt-Sekund-rstrukturen ist.[10]
Abbildung 3a und 3b zeigen die IR-Spektren der hçheren
Ladungszust-nde. Fgr Myoglobin im Ladungszustand 10+ ist
das Spektrum (Abbildung 3b) eines Konformers mit kleinem
Stoßquerschnitt gezeigt (siehe auch Abbildung 2 fgr die
Verteilung der Stoßquerschnitte). Es ist anzumerken, dass
auch die anderen Konformere von Myoglobin innerhalb ein
und desselben Ladungszustandes im Wesentlichen das ge-
zeigte Spektrum reproduzieren (siehe Abbildung S3). Die
Positionen der Amid-I- und Amid-II-Banden stimmen fgr die
Ladungszust-nde 8+ und 10+ von Myoglobin ann-hernd
gberein, und lediglich eine leicht verbreiterte Amid-I-Bande
ist fgr 10+ zu beobachten. Fgr b-Lactoglobulin hingegen
-ndern sich vom Ladungszustand 8+ ausgehend hin zu 11+
sowohl Form als auch Position der Amid-I-Bande drastisch.
Diese inderung geht einher mit dem zuvor beobachteten
Abbildung 3. Infrarot(IR)-Spektren von Myoglobin und b-Lactoglobulin
in der Gasphase und in der kondensierten Phase. a,b) Spektren von
Ionen aus Wasser-Methanol-Lçsungen. Lage und Form der Amid-I-
Banden bei 1655 cm@1 deuten auf eine helikale Sekund-rstruktur hin.
c) Spektren von Proteinionen aus gepufferter Lçsung (grfn) und die
jeweiligen FT-IR-Spektren aus der kondensierten Phase (grau; Daten
ffr b-Lactoglobulin wurden aus Lit. [18] nachgebildet. Daten ffr Myo-
globin aus Lit. [19]). Die Amid-I-Bande von Myoglobin 8+ deutet auf
eine helikale Sekund-rstruktur hin, w-hrend ffr b-Lactoglobulin 8+
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sprunghaften Anstieg des Stoßquerschnitts zwischen diesen
beiden Ladungszust-nden (Abbildung 2). Fgr das entfaltete
und hçher geladene 10+-Konformer wird eine Amid-I-
Bande vorgefunden, die sowohl in ihrer Position als auch
Form der Amid-I-Bande vom Myoglobin -hnelt und damit
eine helikale Struktur fgr b-Lactoglobulin-11+-Ionen an-
deutet.
Wenn die Ladung weiter auf 17+ fgr b-Lactoglobulin und
18+ fgr Myoglobin erhçht wird, -ndert sich die Form der
Amid-I-Banden nicht, und nur eine geringfggige Blauver-
schiebung ist bemerkbar. Die Amid-II-Banden hingegen
nehmen an relativer Intensit-t zu und eine Verschiebung hin
zu kleineren Wellenzahlen ist zu beobachten. Dies l-sst sich
mit Hilfe einer frgheren Studie interpretieren, in der solche
Bandenverschiebungen anhand eines durch intramolekulare
Coulomb-Abstoßung induzierten 3bergangs von einer vor-
nehmlich helikalen in eine vollst-ndig gestreckte Sekund-r-
struktur erkl-rt wurden.[9]
Durch Betrachtung der Spektren in Abbildung 3 wird
deutlich, dass die Struktur von b-Lactoglobulin in der Gas-
phase im Ladungszustand 8+ prim-r aus b-Faltbl-ttern be-
stehen muss. Dagegen weisen die Spektren aller untersuchter
Myoglobin-Ionen auf haupts-chlich helikale Sekund-rstruk-
turen hin. Diese Schlussfolgerungen bezgglich der Sekun-
d-rstruktur kompakter Proteinionen in der Gasphase sind in
Einklang mit den nativen Strukturen beider Proteine in
Lçsung. Wenn hingegen die Ladung erhçht wird, zeigen beide
Proteine eine helikale Struktur, wobei sich letztlich selbst
diese bei sehr hohen Ladungszust-nden in eine vollst-ndig
gestreckte Sekund-rstruktur entwindet. Ein Vergleich zwi-
schenGasphasenspektren und Ergebnissen vonMessungen in
der kondensierten Phase ist nun von besonderem Interesse.
Hierfgr wurden Circulardichroismus(CD)-Spektren beider
Proteine in den gleichen Lçsungsmitteln aufgenommen, die
fgr die spektroskopischen Experimente an isolierten Protei-
nen in der Gasphase verwendet wurden. Alle CD-Spektren
fgr Myoglobin und das CD-Spektrum fgr b-Lactoglobulin in
Wasser/Methanol zeigen Signaturen, die charakteristisch fgr
helikale Strukturen sind (siehe Abbildung S2).[20] Das CD-
Spektrum von b-Lactoglobulin in gepufferter Lçsung unter-
scheidet sich hingegen deutlich von den anderen und weist
klar auf eine Struktur hin, die reich an b-Faltbl-ttern ist.
Des Weiteren sind in Abbildung 3c die Gasphasen-IR-
Spektren der kompakten Spezies (grgn) mit den jeweiligen
FT-IR-Spektren (grau) von Messungen an den Proteinen in
der kondensierten Phase verglichen; diese wurden vorherigen
Studien an b-Lactoglobulin[18] und Myoglobin[19] entnommen.
Auch hier zeigt die FT-IR-Amid-I-Bande fgr b-Lactoglobulin
eine Form, die typisch fgr b-Faltblatt-Strukturen ist. Die
Amid-I-Bande im FT-IR-Spektrum von Myoglobin ist jedoch
eher symmetrisch und bei einer Wellenzahl zu beobachten,
die charakteristisch fgr helikale Strukturen ist. In beiden
F-llen ist die 3bereinstimmung in der Amid-I-Region zwi-
schen den Spektren aus der kondensierten und der Gasphase
bemerkenswert. Dies zeigt, dass zumindest ein großer Teil der
nativen Struktur aus der kondensierten Phase beim3bergang
in die Gasphase erhalten bleibt.
IR-Spektroskopie ist empfindlich auf die Sekund-rstruk-
tur und ist in der Lage zwischen Helices oder b-Faltbl-ttern zu
unterscheiden. Sie kann jedoch keine direkte Information
gber die Terti-rstruktur liefern, in der die jeweiligen Sekun-
d-rstrukturelemente eingebettet sind. Aus diesem Grund ist
die IR-Spektroskopie eine hervorragende Erg-nzung zu IMS,
die selbst unempfindlich fgr Strukturdetails wie die Sekun-
d-rstruktur ist und nur Informationen gber Grçße und Form
eines Ions liefert. Die hier verwendete Kombination aus IR-
Spektroskopie und IMS liefert ein klares Bild der struktu-
rellen Entwicklung von isolierten Proteinen in Abh-ngigkeit
ihrer Ladung. Bei niedrigen Ladungszust-nden kçnnen
native Strukturelemente erhalten bleiben. Wenn jedoch die
intramolekulare Coulomb-Abstoßung ansteigt und geladene
Seitenketten an das Rgckgrat des Proteins koordinieren,[21]
wird die native Struktur destabilisiert, was sich folglich in
einem Anstieg im IMS-Stoßquerschnitt widerspiegelt. Heli-
kale native Strukturen bleiben in entfalteten Spezies erhalten
(gezeigt durch IR-Spektroskopie). Dies ist wiederum zu er-
warten, da entfaltete helikale Strukturen einen Großteil ihrer
Wasserstoffbrgcken bewahren kçnnen, w-hrend der Abstand
zwischen gleichen Ladungen w-chst. Die Situation ist fgr
Proteine, deren native Struktur reich an b-Faltbl-ttern ist,
grundlegend anders. Bei Anstieg der Gesamtladung kommt
es zur Entfaltung einzelner b-Faltblatt-Str-nge, sodass die
Erhaltung dieser in einer Vielzahl gebrochener Wasserstoff-
brgcken resultieren wgrde. Aus diesem Grund durchlaufen
auch solche Proteine, die anf-nglich reich an b-Faltbl-ttern
sind, eine Umfaltung zu helikalen Strukturen. Bei sehr hohen
Ladungszust-nden kommt es aufgrund der Coulomb-Absto-
ßung in jedem Fall zum Entwinden dieser helikalen Struktu-
ren, sodass letztlich gestreckte Konformationen vorliegen.[9]
Zusammenfassend zeigen die hier pr-sentierten Daten,
dass fgr b-Lactoglobulin undMyoglobin sowohl Sekund-r- als
auch Terti-rstruktur aus der kondensierten Phase nach dem
Transfer in die Gasphase bewahrt werden kann. Auf Metho-
den der Massenspektrometrie basierende Gasphasenmetho-
den sind -ußerst empfindlich, und wenn diese mit IMS
kombiniert werden, kann zudem eine hohe Selektivit-t durch
die Auswahl einzelner Ladungszust-nde, Konformationen
oder auch Aggregationszust-nde erzielt werden. Eine weitere
Untersuchung mittels IR-Spektroskopie ist im Anschluss
mçglich. Die so erreichbare Selektivit-t und Empfindlichkeit
kann mit keiner Methode der kondensierten Phase erreicht
werden. Beim 3bergang der Proteine aus der kondensierten
Phase in die Gasphase mgssen jedoch Sorgfalt und Vorsicht
walten, denn nur unter sanften Bedingungen kçnnen mçgli-
che Umfaltungen und die damit verbundenen Struktur-nde-
rungen vermieden werden.
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